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(54) Verfahren zur Leistungssteigerung mikrobieller Systeme 



(57) Es wind ein Verfahren zur Leistungssteigerung 
der Proleln-Syntiieserate eines mikrobiellen Systems 
vorgeschlagen, wobei eine auBere, zyl<lische Stressbe- 



aufsclilagung auf dieses System einwirkt und die Inter- 
valle aus Stressbeaufsclilagung und anschlieiBender 
Ruiiephase jeweils weniger als 45 Minuten betragen. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erflndung betrlfft ein Verfahren zur Lei- 
stungssteigerung der Protein-Syntheserate eines mi- 
krobiellen Systems. 

[0002] Von 1960 bis etwa 1980 wurden die moleku- 
larbiologischen Regulationsmechanismen -beLprokd- 
ryontischen Organismen eruiert. Diese fanden in den 
letzten zehn Jahren wiederum verstarktes interesse. 
[0003] Es ist allgemein bekannt, dass in Mikroorga- 
nismen Regulationsmechanismen zum Tragen kom- 
men, die die Koordination der Stoffwechselablaufe 
maBgebend bestimmen. Sie ennoglichen unter ande- 
rem die Ausnutzung spezifischer Nahrsubstrate und da- 
mit die Anpassung an bestimnnte Lebensraume. Es gibt 
mindestens zwei Niveaus, auf denen die Biosynthese 
der Proteine reguliert wird. Das eine ist die Kontrolle der 
Transkription, d. h. die Regulation derTranskription der 
DNA in mRNA und das andere ist die Kontrolle der 
Translation, d.h. die Regulation der Initiation und der 
Syntheserate der Polypeptidketten. Der groBte Einfluss 
auf die Substrateli mi nations rate von MIkroorganismen 
zelgt sich in den Anderungen der intra- und extrazellu- 
laren Enzymkonzentrationen durch Induktions- und Re- 
pressions-Mechanlsmen der Proteinsynthese Innerhalb 
der Zelte (Schlegel H.G., Allgemeine Mikrobiologie, 1, 
Auflage, Springer, Berlin, Heidelberg, 1 992). Die Model- 
lierung der Proteinsynthese bei prokaryontischen Mi- 
kroorganismen stiitzt sich auf die grundlegenden Arbei- 
ten von Jacob & Monod, Genetic Regulatory Mecha- 
nisms in the Synthesis of Proteins, Journal of Molecular 
Biology. 3, 31 8*356. 1 961 , die sich mit den genetlschen 
Regulationsmechanismen befassen. 
[0004] Darauf aufbauend zeigten verschiedene Wis- 
senschaftler, dass nach Zugabe eines Induktors, z. B. 
eines Substrats, ein Uberschwingverhalten der indu- 
zlerten Protelnkonzentration beobachtet werden kann, 
das jedoch nach wenigen Minuten wiederauf ein stabi- 
les Niveau abfallt (Goodwin B., Oscillatory Behaviour in 
Enzymatic Control Processes, Advances in Enzyme 
Regulation, 3, 425-438, 1965; Imanaka T, Kaieda T, 
Sato K., TaguchI H., Optimization of a-Galactosidase 
Production by Mold, Journal of Fenmentation Technolo- 
gy. 50, 633-646, 1 972; Knorre W., Theoretische und ex- 
perlmentelle Untersuchungen zur Biophysik von Regu- 
lationsprozessen, Leipzig, Univ. Diss., 1967; Murray J., 
Mathematical Biology, Springer Verlag Berlin, Heidel- 
berg, 1989). 

[0005] In oszilllerenden Kulturen sahen J. Bailey, Pe- 
riodic Operation of Chemical Reactors, A Review, Che- 
mical Engineering Communication, 1, 111-124. 1973, 
und B. Sonnleitner, New Concepts for quantitative Bio- 
process Research and Development, Advances in Bio- 
chemical Engineering and Biotechnology, 54, 155-188, 
1996, Wachstumsvorteile, insbesondere bei intrazellu- 
laren Limitationen, die durch makroskopische Beein- 
flussung hervorgerufen werden konnen, gegenuberel- 
ner kontinuieriichen Betriebsweise der Proteinsynthese 
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eines biologischen Systems. 

[0006] Bei biologischen Verfahren der Proteinsynthe- 
se des Standes der Technik wird die Prozessstabilitat 
durch moglichst lang anhattende Betriebsbedingungen 

5 unter Ausschluss auBerer Stdreinflusse gewahrleistet 
(Popel H.: Einfluss der Betriebsfiihrung von Abwasser- 

, behandlungsanlagen auf die Abiaufgute. Aus: Betrieb 
von Abwasserbehandlungsanlagen, 36. Darmstadter 
Seminar Abwassertechnik, 13-39, 1994). Dies fuhrte 

*o zur Entwicklung von kontinuierlich betriebenen Reakto- 
ren als auch von Batch- und Semibatch-Reaktoren. Die 
auBere EInflussnahme auf Prozessparameter hierbei 
erstreckt sich auf einen Zeithorizont von mehr als einer 
Stunde, um die jeweils gewunschten Effekte zu erzielen 

'5 {WlldererR,SchroederE.:Anwendung des Sequencing 
Batch Reactor (SBR)-Verfahrens zur biologischen Ab- 
wasserreinigung, Hamburger Berlchte zur Sledlungs- 
wassenwirlschaft, 4. 1 986: Metcalf & Eddy: Wastewater 
Engineering, Treatment, Disposal, Reuse. McGraw-Hill 

20 International Edition, 1 991). Beispielhaft sei die intermit- 
tierende Beluftung zur Nitrlfikation und Denitriflkation in 
einer biologischen Abwasserreinigungsstufe genannt. 
Veranderungen der Prozessparameter zu kiirzeren ln> 
tervallen fuhrte zu Instabilitaten, so dass Intervallperi- 

25 oden von weniger als 45 Minuten als nachteillg angese- 
hen werden (Abwassertechnische Vereinigung: ATV- 
Handbuch - Biologische und weitergehende Abwasser- 
reinigung, 4. Auflage, Ernst & Sohn Verlag, Berlin, 
1977). 

30 [0007] Es besteht jedoch ein grundsatzliches Bedurf- 
nis zur Steigerung der Protein-Syntheserate von biolo- 
gischen Systemen. 

[0008] Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrun- 
de, ein Verfahren bereitzustellen, das zu einer Lei- 
55 stungssteigeaing der Protein-Syntheserate eines mi- 
krobiellen Systems fuhrt. 

[0009] Die Aufgabe wird durch ein Verfahren zur Lei- 
stungssteigerung der Protein-Syntheserate eines mi- 
krobiellen Systems geldst, das dadurch gekennzeichnet 

40 ist, dass eIne auBere, zyklische Stressbeaufschlagung 
auf dieses System einwirkt und die Intervalle aus 
Stressbeaufschlagung und anschlieBender Ruhephase 
jeweils weniger als 45 Minuten betragen. 
[0010] In dem erflndungsgemaBen Verfahren kann 

45 die Stressbeaufschlagung auf verschiedene Weise er- 
folgen: 

[0011] Sie kann durch Konzentrationssprunge des in- 
duzierenden Substrats, wie Lactose, Allolactose zur In- 
duktion von p-Gaiactosidase, oder des Substratanalo- 

50 gons wie Methyl-p-D-thiogalactosid zur Induktion von 
Galactosidase hervorgerufen werden. 
[0012] Sie kann durch Konzentrationssprunge von 
Cofaktoren, wie Mineralstoffen, Vitaminen oderSpuren- 
elementen hervorgerufen werden, 

55 [0013] Sie kann durch Konzentrationssprunge von Ef- 
fektoren, wie dem CAP-cAMP-Kompiex bei der katabo- 
llschen Repression von B-Galactosidase hervorgerufen 
werden. Hierbei bedeutetCAP Katabolit-Aktivatorprote- 
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in und cAMP zyklisches 3'5'-Adenosin-Monophdsphat. 
[0014] Sie kann durch eine Variation der Durchfluss- 
rate hervorgerufen werden. DIese kann das 0,1- bis 
0,9-fache der determinierenden maximalen Wachs- 
tumsrate fur reinen Chemostatbetrieb Oder das 1 ,2- bis 
4-fache der determinierenden maxinaalen Wachstums- 
rate fur Chemostatbetrieb mit Biomassere^zirk^jtatlon 
betragen. 

[0015] Sie kann durch Anderung des pH-Werts her- 
vorgerufen werden. Diese Veranderung bewegt sich im 
Bereich von bis 2 pH-Wert-Einheiten urn den optimalen 
pH-Wert der detemninierenden Mikroorganlsmen. 
[0016] Sie kann durch eine Anderung der osmotl- 
schen Verhaltnisse hervorgerufen werden, wobei diese 
bis zum 4>fachen der optimalen Osmolaritat der deter- 
minierenden Mikroorganlsmen betragen kann. 
[0017] Sie kann durch Temperaturanderung hervor- 
gerufen werden, wobei diese bis 20' C urn den optima- 
len Temperaturberetch der detemninierenden Mikroor- 
ganismen betragen kann. 

[0018] Bei den Regutationsmechanismen der katabo- 
lischen Enzymsynthese kommt es, wie erwahnt, zu Os- 
zillationen der intra- und extrazellularen Enzymkonzen- 
tration. Diese Regutationsvorgange spielen in mikrobi- 
etien Systemen eine groBe Rolle, wobei jedoch das 
Uberschwingverhalten der Protein konzentration bisher 
nichtfurtechnischeZwecke genutzt werden konnte. Die 
mikrobiellen Reaktoren wurden unter stabilen auReren 
Bedingungen betrieben mit Intervallperioden von mehr 
als einer Stunde, so dass sich ein Uberschwingverhal- 
ten der induzierten Proteinkonzentration. das durch die 
genetischen Regulatlonsmechanismen hervorgerufen 
wurde, kaum merklich auf die vorliegende Proteinkon- 
zentration, z. B. Enzymkonzentration, im Reaktor aus- 
wlrkte. Daher konnten mogliche Leistungsreserven mi- 
krobieller Systeme bisher nicht ausgeschopft werden. 
[0019] Erst durch das erflndungsgemSBe Verfahren 
wird nunmehrdie Nutzung des Uberschwingverhaltens 
der Proteinkonzentration wahrend der Induktions- und 
Repressionsphase technlsch nutzbar. Wirkt erfindungs- 
gemaB auf eine mikrobielle Population eine zyklische 
Stressbeaufschlagung in Intervallen von wentger als je- 
weils 45 Minuten ein, so treten die Regulatlonsmecha- 
nismen der Proteinsynthese mit ihrem zeitlichen Uber- 
schwingverhalten und Oszillationen starker hervorund 
beeinflussen die real vorliegende Proteln-Syntheserate. 
Durch geeignete Wahl der au^eren Stressintervalle 
kann nunmehr eine erhohle Nettoproduktionsrate von 
vonwiegend katabolischen Enzymen erreicht werden. 
[0020] Die genauen Zeitintervalle der zyklischen 
Stressbeaufschlagung werden von der zu stressenden 
Mikroorganismenspezles detemiiniert. Sie werden fer- 
ner von der Zusammensetzung, z.B. des Belebt- 
schfamms, der zu stressenden Mikroorganismen- 
Mischpopulation, d.h. der Biozonose, determiniert. 
[0021] Die Proteln-Syntheseleistung wird zusatzlich 
durch die Durchflussrate und durch die induzierte Sub- 
stratkonzentratlon detemniniert. 



[0022] Die angegebenen Abhangigkeiten lassen sich 
durch einfache Routineversuche jeweils optimieren. 
[0023] Durch die erfindungsgemaBen zyklischen An- 
derungen der Prozessparameter in biologischen Reak- 

5 torsystemen konnen Wirkunsgradsteigerungen und er- 
hohte Stabilitaten bei der Produktbildung gegenuber au- 

, Beren Storeinflussen in uberraschender und vorteilhaf- 
ter Weise erreicht werden. 

[0024] Durch die spezifische Enzyminduktionslei- 

10 stungssteigerung stellt sich ferner bei konstanter Bio- 
massenkonzentration eine wesentlich groBere Enzym- 
konzentration im Bioreaktor ein, als dies unter kontinu- 
ierlichen Bedingungen entsprechend dem Stand der 
Technik der Fall ist. Da der Umsatz beispielsweise bei 

15 mikrobiellen katabolischen Reaktionen direkt von der 
Enzymkonzentration abhangig ist, nimmt demzufolge 
auch der Wirkungsgrad zu. Daraus ergibt sich, dass un- 
ter dynamischen Prozessbedingungen in vorteilhafter 
Weise das notwendige Reaktionsvolumen drastisch re- 

20 duziert werden kann. 

[0025] Durch eine Prozessfiihrung entsprechend vor- 
liegender Erfindung konnen also die durch die Oszilla- 
tionen hervorgerufenen Konzentrationsspitzen furtech- 
nische Zwecke, wie beispielsweise eine erhohte biolo- 

25 gische Abbauleistung organischer Inhaltsstoffe in einer 
Klaranlage genutzt werden. 

[0026] Die Anwendung vorliegender Erfindung fuhrt 
zu einem besonders in tcchnisch und wirtschaftlicher 
Hinsicht vorteilhaften Sanierungskonzept von existie- 

30 renden Klaranlagen, da nunmehr ein Potenzial geschaf- 
fen wird, mogiiche Erweiterungen einzusparen. Beson- 
ders im HInblIck auf KlaranlagengroBen bis ca.SOOOO 
EWG besteht Handlungsbedarf , da die vorhen-schende 
EU-Richtlinie uber die Behandlung kommunaler Abwas- 

35 ser entsprechende ErwelterungsmaBnahmen erforder- 
lich machen. 

[0027] Durch den erhohten Seiektlonsdruck verbes- 
sert sich ferner die Ausbildung von spezialisierten und 
besonders robusten Mikroorganismenpopulationen, 
40 weshalb eine solch betriebene Klaranlage auch Pro- 
blemstoffe wie beispielsweise Cyanide biochemisch mi- 
nerallsleren kann. 

[0028] Des weiteren ergeben sich weltrerchende An- 
wendungsmoglichkelten in der biologischen Abluftreini- 

45 gung, Altlastensanierung. der pharmazeutischen wie 
auch chemischen Industrie beispielsweise bei der En- 
zymsynthese fur die Waschmittelproduktion. 
[0029] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung be- 
steht in einem der oben beschriebenen erfindungsge- 

50 maBen Verfahren, das dadurch gekennzeichnet ist, 
dass eine zeitliche Modulierung mit einer Frequenz bis 
zu mehreren Tagen der Intervalle der zyklischen 
Stressbeaufschlagung durchgefiihrt wird. Hierdurch 
wird eine langfristige Leistungssteigerung erzielt. 

55 [0030] Die Modulierungsfrequenz wird von der zu 
stressenden Mikroorganismenspezles, von der Zusam- 
mensetzung der zu stressenden Mikroorganismen- 
Mischpopulation, von der Durchflussrate und von der in- 



3 



BNSDOCID. <EP 1132464A2_I_> 



5 



EP1 132 464 A2 



6 



duzierenden Substratkonzentration determiniert. 
[0031] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung be,- 
steht in einem der oben beschriebenen erfindungsge- 
maRen Verfahren, das dadurch gekennzeichnet ist, 
dass die Proteinsynthese mit mehrstufig-sequenziellen 
Protein-lnduktionsablaufen durchgefCihrt wird. Hler- 
durch konnte eine Steigerung der Protein-Syntheselei- • 
stung um mindestens 20% en^eicht werden. 
[0032] Der Effekt der Protein-Synthese-Steigerung 
bei mehrstufigsequenziellen Proteininduktionsablaufen 
tritt z.B. bei katabolisch verlaufenden Induktionsablau- 
fen schwer abbaubarer Stoffe auf . 
[0033] Es wurden im Rahmen der Untersuchungen zu 
dem neuen Verfahren systemtheoretische Betrachtun- 
gen mit einem genetischen Model! durchgefuhrt. Hierbei 
zeigte sich eIne mbgliche Leistungssteigerung bei der 
Enzyminduktion von prokaryontischen Mikroorganis- 
men unter zykllscher Beaufschlagung durch SuBere 
Prozessparanneter. 

[0034] Die Figur 1 zeigt die Veranderung der Konzen- 

trationen eines Substrata, von Enzymen 1, 2 und 3 so- 
wie von Produkten 1 , 2 und 3. Die Figur 1 stellt die Si- 
nn ulationsergebnisse des oben genannten genetischen 
Modells dar. 

[0035] Die Figur 2 zeigt das Ergebnis einer Connpu- 
tersimulation fur den Vergleich von koordinativer und 
sequenzietler Induktion. Daraus ergibt sich, dass eine 
hohere mittlere Enzymkonzentration bezogen auf das 
gleiche System bei der sequenzieDen Induktion auftritt, 
da hier die Verzogerungszeiten zwischen Induktion und 
Repression wesentlich groBer sind. Es zeigt sich ein 
bioiogisches Resonanzmuster. 
[0036] Die Betriebsweise der sequenziellen Induktion 
ist deshalb besonders fur mehrstufig-sequenzielle, ka- 
tabolische Reaktionen, wie sie bei der Industrieabwas- 
serreinigung auftreten, geeignet. 
[0037] Die Erfindung soil nunmehr anhand eines Bel- 
spiels naher erlautert werden. 

[0038] Die Untersuchung wurde in einem kontinuier- 
lich durchflossenen, vollstandig durchmischten Biore- 
aktor (Chemostat) mit Magermilchpulver, unter Zugabe 
von Nahrsalzen, als Komplexsubstrat und Belebt- 
schlamm-lnokulum ausgefiihrt. Das Komplexsubstrat 
wies hierbei eine zu kommunalem Abwasser ahnliche 
Charakteristik im Abbauverhalten auf. Deroptimale Be- 
relch zum biologlschen Abbau des Magemnilchpulver- 
Kompiexsubstrats war durch eine perlodlsche Substrat- 
dosierdauer von 15-21 Minuten und durch eine nachfol- 
gende Hungerphase von 6-1 2 Minuten gekennzeichnet. 
[0039] Die Rgur3 zeigt die ErgebnissederVariations- 
versuche mit dem Chemostaten und dem synthetischen 
Komplexsubstrat, das mit kommunalem Abwasser ver- 
gleichbar ist. Hierbei ergab sich das dargesteltte bioio- 
gische Resonanzmuster mit einem Optimum der nor- 
malisierten Produktivitat von mehr als 70 % iiber dem 
Wert bei kontinuierlicher Betriebsweise bei einer Sub- 
stratdosier-lntervalldauer von 18 Minuten und einer 
nachfolgenden Hungerphase von 9 Minuten. Durch die 



zyklische Zugabe des Substrats in Minutenintervailen 
tr^ten Konzentrationssprunge der Substratkonzentrati- 
on im Reaktor auf , was die Mikroorganismen der Misch- 
population dazu stimuliert, verstarkt Enzyme zum Ab- 

5 bau des Ausgangssubstrats zu synthetisieren. 

[0040] Die Figur 4 zeigt Kinetikparameter nach Bio- 
masse-lnokulum unter optimierten Bedingungen. Das 
Verhalten der Blozdnose wurde hierbei unter optimier- 
ten Bedingungen bei einer reduzierten Durchfiussrate 

10 untersucht. In Figur4 bedeutet K;^ die Aktivitatskonstan- 
te, die ein MaB fur die Affinitat der genetischen Regula- 
tionsmechanismen zur Aktlvierung der Proteinsynthese 
durch das induzierende Substrat darstellt. Die Substrat- 
zufuhr betrug 18. die Hungerphase 9 Minuten. 

IS [0041] Wie in Figur 4 dargestellt, ergibt sich nach ei- 
ner Erholungsphase von einigen Tagen eine ertiohte 
Produktivitat mit einem Wert, der deutlich uber dem 
Wert des stationSren Niveaus mit einer Produktivitat von 
3,1 l/d2 liegl. 

20 [0042] Die in Figur 4 dargestellten Untersuchungen 

zeigen, dass das Resonanzphanomen unter optimier- 
ten Bedingungen auch langfristig Bestand hat. Dies ist 
eine wesentliche Voraussetzung fur die technische Nut- 
zung, da diese sich an einem dauerhaften Zustand er- 
2s hohter Produktivitat eines mikrobiellen Systems orten- 
tieren muss. 

[0043] Um ein langfristig hohes Niveau der Produkti- 
vitat zu erreichen, wurde in weiteren Versuchsreihen bei 
Unterschreiten des Wertes von 4,0 l/d2 das Hungerpha- 

30 senintervall fiir den darauffolgenden Tag auf null Minu- 
ten reduziert, was eine kontinuierliche Beschickung be- 
deutet. AnschlieBend wurde wieder die optimierte Be- 
dingung mit einem Hungerphasenintervall von 9 Minu- 
ten eingestellt. Es ergab sich eine im Durchschnitt um 

35 etwa 60% erhohte Produktivitat im Vergleich zu den sta- 
tionaren Bedingungen uber mehrere Wochen hinweg 
bei dieser Verfahrensweise. Durch die zeitliche Variati- 
on der Substratzufuhr- und anschlieBenden Hunger- 
phasenintervalle in Minutenbereichen kann also eine 

40 permanente Leistungssteigerung der Biozonose von et- 
wa 60% auch uber einen langeren Zeitraum hinweg er- 
reicht werden. Die Optimierung des jeweiligen biologl- 
schen Reaktorsystems kann anhand von Routineversu- 
chen erfolgen. 

45 

Patentansprilche 

1. Verfahren zur Leistungssteigemng der Protein- 
50 Synth eserate eines mikrobiellen, prokaryontischen 

und induzierbaren Systems dadurch gekenn- 
zeichnet, dass eine auBere, zyklische Stressbe- 
aufschlagung auf dieses System einwirkt und die 
Intervalle aus Stressbeaufschlagung und anschlie- 
55 Bender Ruhephase jeweils weniger als 45 Minuten 
betragen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
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zeichnet, dass die Intervalle aus Stres'sbeauf- 
schlagung und anschlieBender Ruhephase jeweils 

5 bis 30 Minuten betragen. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- s 
zeichnet, dass die Intervalle aus Stressbeauf- 
schlagung und anschlieBender Ruhephaseijeweils , 

6 bis 20 Minuten betragen 

4. Verfahren nach einem dervorhergehenden AnsprCi- io 
che, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Stressbeaufschlagung durch Konzentrationsspriin- 

ge des induzierenden Substrats hervorgerufen 
wird. 

15 

5. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Stressbeaufschlagung durch Konzentrationssprun- 
ge von Cofaktoren hervorgerufen wird. 

6. Verfahren nach einem dervorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Stressbeaufschlagung durch Kcnzentrationssprun- 
ge von Effektoren hervorgerufen wird. 

7. Verfahren nach einem dervorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass die 

Stressbeaufschlagung durch Variation der Durch- 
flussrate hervorgerufen wird 

8. Verfahren nach einem dervorhergehenden Ansprii- 
che. dadurch gekennzeichnet, dass die 

Stressbeaufschlagung durch Anderung des pH- 
Werts hervorgerufen wird. 

9. Verfahren nach einem dervorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass die 

Stressbeaufschlagung durch Anderung der osmo- 
tischen Verhaltnisse hervorgerufen wird. 

1 0. Verfahren nach einem dervorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass eine zeitliche 
Modulierung mit einer Frequenz bis zu mehreren 
Tagen der Intervalle der zyklischen Stressbeauf- 
schlagung durchgefuhrt wird. 

1 1 . Verfahren nach einem dervorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass die Protein- 
synthese mit mehrstufig-sequenziellen Protein-ln- 
duktionsablaufen durchgefuhrt wird. 
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Fig. 2 




Fig. 3 
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(57) Es wird ein Verfahren zur Leistungssteigerung 
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